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の感染により，Toll 様受容体 (TLRs) やインテグリンとともにストレスタンパクとして細胞



















1. Uインフルエンザウイルス感染で gp96が細胞膜表層に出てくるかどうか 
肺胞上皮細胞 (A549細胞) もしくは咽頭上皮細胞 (Detroit 562細胞) に A型インフル
エンザウイルス A/FM/1/47株 (H1N1) を 36時間感染させ，免疫蛍光抗体法で観察し
た．細胞の免疫蛍光染色には，一次抗体として，抗 Gp96抗体 (ラットモノクローナ
ル抗体，Enzo) および抗 E-カドヘリン抗体 (マウスモノクローナル抗体，R&D) を，
二次抗体として，Alexa Fluor 594-標識抗ラット IgG 抗体 (Molecular Probe) および
Alexa Fluor 488-標識抗マウス IgG抗体 (Molecular Probe) を使用した． 
 
2. Uインフルエンザウイルス感染細胞への化膿レンサ球菌の付着試験 
A549 細胞を 24-well プレートで 3 日間培養した．この上皮細胞に A 型インフルエン
ザウイルス A/FM/1/47 株 (H1N1) (10P6P pfu) を感染させ，36 時間後に化膿レンサ球菌 
NIH35株 (M28) (10P5P cfu) を感染させた．感染 2時間後に未付着の菌体を PBSで洗浄し，
滅菌蒸留水で細胞をバーストさせた．PBS で 10 倍段階希釈系列を作製し，THY 寒天平





Gp96の細胞外ドメインに対する組換え Gp96は，N末端側に His6 タグを付与した組換
えタンパクを大腸菌 BL21-CodonPlus株 (Agilent Technologies) に発現させ，菌体破砕液か
らアフィニティークロマトグラフィーにより精製した．化膿レンサ球菌 NIH35 株から
N-acetylmuramidase (Sigma Aldrich) やプロテアーゼ阻害剤 (Roche) 等を含む溶解緩衝液
を用いて表層画分を抽出し，組換え Gp96もしくはコントロールタンパクと反応させた．
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【研究成果】 
1. Uウイルス感染細胞における Gp96の局在 
 A549細胞もしくは Detroit 562細胞にインフルエンザウイルスを感染させ，感染 36時間後
の細胞を免疫蛍光抗体法で観察した．その結果，小胞体に局在する分子シャペロンである
Gp96が IAV感染に伴い，ストレスタンパクとして細胞表層へ誘導されることを確認した．ま
た，ウイルス感染細胞もしくは非感染細胞に，EGFP 発現化膿レンサ球菌 NIH35 株を感染さ
せた結果，ウイルス感染細胞では，Gp96発現部位における菌体の付着が認められた． 
 
2. Uウイルス感染細胞への化膿レンサ球菌の付着に対する Gp96阻害剤の効果 
 インフルエンザウイルス感染細胞もしくは非感染細胞に，化膿レンサ球菌を感染させ，感




























採択番号  No.5 
3. UGp96と結合する菌体表層タンパクの検索 
 化膿レンサ球菌の菌体表層タンパクと組換え Gp96を反応させ，抗 His6 タグ抗体を用いた
免疫沈降法により，Gp96 と相互作用する菌体表層分子を回収した．その結果，組換え Gp96
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